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i^photere Liposomes und Verwendung dleser 



5 



10 



Die Erfindung betrifft anrpliotere Liposomen, die zugleich 
positive und negative merobranstandige odei: membranbildeiide 
LadungBtrS.ger iimfassen sowie die Verwendung dieser Liposomen, 



Unter dem B^griff der Lipide werden drei Kiassen von 
P Naturstof fen zusammengef asst , die sich aus biologisclien 

^ Membranen isolieren lassen: Phospliolipide, Sphingolipide und 

j^^ cliolesterol mit seinen Derivaten. Dazu gehoren alDer auch 

15 synthetisch erz:eugte Stoffe mit alinlicher cliarakteristik. 
Si Hier seien die Diacylglycerole, Dialkylglycerole^ 3-Ainino^ 

l_ 1, 2~P2?opandiolester oder -etlier oder auch die 

0 

f|l Dialkylamine stellvertretend genamit- 

i ^ 

i - 

^ 20 Von technisciiem Interesse sind diese Siibstansen bei der 
rd Herstellung von Liposomen. Diese Lipofiomen lassen sich unter 

anderem als Container fur Wirkstoffe bei pharmazeutischen 
Zubereitungen einsetzen, Wunschenswert ist dabei eine 
effiziente und stabile Verpackung des Cargos, Vertraglichkeit 
25 rait Korperf lussigkeiten und eine kontrollierbare und 
gegebenenf alls ortsspezif ische Freisetzung des Inhalts _ 

Beide Anf ordertmgen sind nachteilhaf terweise schwer zu 
vereinen: Je stabileji- und dichter die Verpackiing ist, desto 
30 sGhwerer gibt sie den eingeschlossenen Wirkstoff wieder frei* 
Aus diesem Grund wurden Liposomen entwickelt, die ihre 
Eigenschaf ten als Reaktion auf einen &ufieren Reiz ver3.ndern. 
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Bekaxint sind thermosenaible und pH- sensitive Liposomen. Die 
pH-sensitiven Liposomen sind von besonderem Interesse, da 
dieser Parameter sich auch imter physiologischen Umstanden, 
etwa bei der endozytotisclieii Aufnahme eines Liposoms in 
5 Zellen Oder bei der Passage des Magen-Darm-Trakta, andern 
kann. Hacli dera Stand der Technik umfassen pH- sensitive 
Liposomen insbesondere Cholesterolliemisuccinat (GHEMS) . 

Cholesteroliiemisuccinat wird in Mischung mit 

PhoBphatidylethanolamin zur Herstellung pH-sensitiver 
Liposomen verwendet (Tachibana et al-{1998); BBRC 251 j 538- 
544, US4a91208) , Solche Liposomen kSnnen von Zellen 
endozytiert warden und vermogen auf diesem Weg Cargomolekule 
in das Innere von zellen zu transport ieren, olme die 
integritat der zellulfiren Merabran zu verletzen. 

Ein wesentlicher Naciiteil des CHEMS ist dessen anionisctier 
Ctxarakter, Die daitiit hergestellten Liposomen besitzen eine 
negative Gesamtladung und werden nur mit geringer Effizienz 
von Zellen auf genoiranen . Trotz des oben bescliriebenen 
Transf ermeclianisinus eignen sie slcii daiier kaum fur den 
Eintransport von Makromolekulen in zellen. 

Fur den Eintransport von Wirkstof fen in Zellen (Transf ektion) 
25 werden fachgemaS kationische Liposomen verwendet, die uber 
eine moglichst liolie und konstante Oberf lachenladung verfugen- 
Die positive Gesamtladiang solclier Partikel flilirt zu einer 
elektrostatiscben Anheftung an Zellen und in der Folge zu 
einem effizienten Eintransport. Der Einsatz dieser 
30 Verbindungen und der damit iiergestellten Liposomen bleibt 
aber auf Anwendungen in vitro oder ex vivo beschrankt, da 
solclie positiv geladenen Liposomen mit Serumbestandteilen 
unkontrollierte Aggregate bilden. 
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Nachteilig bei den im Stand der Teciinik verf-iigbaren pH- 
sensitiven Liposomen ist die Beschrankung anf sehr wenige 
pK-werte, zumeist den der Carboxygruppe iin 

5 Choleeterolhemisuccinat (ca, 4,5) • Ein weiterer Nachteil der 
Verbindnngen ist die Beschrankuang anf negative Ladimgstrager , 
Diese eignen sidh nicht zur effizienten Bindung von 
Nukleinsauren und oft audi xiicbt fiir Proteine. 

Kationische Liposomen zeigen eine gute Bindung von 
Nukleinsauren und Proteinen und sind in der Lage, diese 
Wirkstoffe in Zellen einzubringen, Nachteilhaf terweise sind 
sie nicht fur in vivo-Applikationen einsetzbar, 

Es bestand daher die Aufgabe, liposomale Strufcturen 
herzustellen, die 

i) einen effizienten EinschluS von Wirkstoffen erlauben, 

ii) diese wirkstoffe in biologische Zellen tranportieren 
konnen, 

iii) kompatibel mit dem Einsatz unter in vivo-Bedingungen 
sind 

iv) einfach und preiswert herzustellen sind. 

Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird durch amphotere Liposomen 
25 gelost, die raindestens einen positiven und mindestens einen 
davon verschiedenen negativen Ladungstrager umf assen , wobei 
der isoelektrische Punkt der Liposomen zwischen 4 und 8 
liegt. Die Aufgabe wird also dadurch gelost, dass Liposomen 
mit einer pH-abhangig wechselnden Ladung hergestellt werden* 

Liposomale Strukturen mit den gewunschten Eigenschaf ten 
entstehen beispielsweise, wenn bei einem niedrigen pH-Wert 
die Menge der membranbildenden Oder membrane tandigen 
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kationisGlieii Ladungstrager die der anionischen uJ^erwiegt und 
siclx bei einem hoheren pH-Wert diese Verbal tnisse jedoch 
Tjitikehren. Das ist immer daim der Fall, wenn die ionisierbaren 
Komponenten einen pKa-Wert im Bereich zwischen 4 und 9 haben. 
5 Alle kationischen Ladimgstragear werden dann bei eixiem 
sinkenden pH des Mediums starker aufgeladen, alle anioniscHen 
Ladungstr^ger verlieren ihre Ladung. 

im Zusainmenliang mit der Erf indimg sollen f olgende Abkurzungen 
1 0 verwende t werden : 



0 



CHEMS Cbolesterolliemisucciiiat 
PC Phosphat idyl chol in 

S PE Phospbatidylethanolamin 

15 PS Plio spna t idy 1 s er in 

PG Phosphat idylglycerol 

Hist-Chol Hisfcidinylcholesterolhemisuccinat 

Die membranbildenden oder membranstandigen Ladungstrager 
20 haben die f olgende allgemeine Struktur eines Amphiphila: 

Ladungsgruppe - Meiiibrananker 

Als Menibrananker konrinen die aus der Natur bekannten Systeme 
25 Oder deren teclmisclie abgewandelten Formen in Frage* Dazu 
gehoren insbesondere die Diacylglycercle , 

Diacylpbosphoglycerole (Pbospholipide) und Sterole, aber auch 
die Dialkylglycerole, die Dialkyl oder Diacyl-l-Amino-2 , 3 - 
propandiole, langkettige Alkyle oder Acyle luit 8 bis 25 C- 
30 Atomen, Spiiingolipide , Ceramide tmd andere mehr, Diese 
Membraxianker sind fachgemafi und im Stand der Technik bekannt . 
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Die liadungsgruppen, die sicb. mit diesen Ankem kombinieren 
lassen, konnen in folgende 6 Gruppen eingeteilt werden: 

Stark kationisch, pKa>9. positive Nettoladiang: Ihrer 
5 chemischen Natur nach sind das beispielsweise Anrnionium- , 
Amidinium-, Guanidinium- Oder Pyridiniumgruppen Oder 
primare, sekundare Oder terti^re ^taiinofunktionen. 

schwach kationisch., pKa<9, positive Nettoladimg: Ihrer 
10 chemisclien Natur nach sind das insbesondere Stickstof f basen 
wie beispielsweise Piperazine, Imidazole tmd Morpholine, 
Purine oder Pyrimidine, Bevorzugt sind solche 
Molekulfragmente, wie sie in biologiscben Systemen vorkoimnen, 
2 also beispielsweise 4-lmidazole (Histamin) , 2-, 6- oder 9- 

P 15 Purine (Adenine , Guanine , Adenosine oder Guanosine) , 2- 

p Oder 4-Pyrimidine (Dracile, Thymine, Cytosine, Dridine, 

C Thymidine, Cytidine) Oder auch Pyridin-3-carbonsauren 

6_ (I^ficotiiisaureester oder -amide) . 

(U. 20 Stickstoff basen mit bevorzugten pKa-Werten entsteben auch 
E durch einfacbe oder mehrfache Substitution des 

stickstoff atoms mit Niederalkanhydroxylen, etwa 

Hydroxyitiethyl- oder Hydroxyethylgruppen . Qeeignete organische 
Basen aus dieser Gruppe sind beispielsweise Arainopropandiole, 
25 Trietbanolamine , Tris- (bydroxymethyDmethylamine, Bis- 
(hydroxymethyl) methylamine, Tris- (bydroxyethyl) methylamine , 
Bis- (hydroxyethyDmetbylaitiine oder die entsprechend 
substituierten Ethylamine , 

30 Neutral oder im pH-Bereicli zwisclien 4 uad 9 zwitterionisch; 
Ihrer chemischen Natur nach sind das neutrale Gruppen wie 
Hydroxyle, Amide, Thiole oder Zwitterionen aus einer starken 
kationischen und einer starken anionischen Gruppe wie 
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beispielsweise das Phospfciocholin oder Aminocarboiisauren , 
Aminosnlfonsauren, Betaine oder andere Strukturen. 

ScHwach anionisch, pKa>4, negative Nettoladung : Ihrer 
5 cheroischen Natur iia.ch sind das besonders die Carbonsauren . 
Dazu gehoren die alipnatisciien, geradlcettigen oder 
verzweigten Mono-, Di- oder Tricarbonsauren mit bis zu 12 C- 
Atomen und 0, 1 oder 2 etbyleniscli ungesattigten Bindungen. 
Carbonsauren mit einem geeigneten Verhalten findet man auch 
10 als Substituenten aromatischen Systeme* 

Andere anioaische Gruppen sind dissoziierbare Hydroscyle oder 
Thiole, wie sie in der Ascorbinsaure, dem N-substituierten 
Alloxan, der N-subatituierten Barbitursaure, im Veronal, dem 
15 Phenol Oder als Tliiolgnippe vorkommen. 

Stark kationisch, pKa<4, negative wettoladnng: Ihrei: 
chemischen Natur nach sind das funktionelle Gruppen wie 
beispielsweise die Sulf onsaureester- oder PHosphorsaureester . 



rU 20 



C Airtpbotere Ladungstr&ger , pi ^wischen 4,5 und 8,5, positive 

m Nettoladung unterhalb des pi, negative Nettoladung oberhalb 

des pX: Tlirer chemisclien Natur nach sind diese Ladungstrager 
aus zwei oder mehreren Fragmenten der oben genannten Gruppen 
25 zusajimengesetzt . Bs ist ffir die AusftOirung der Erfindung 
zimachst nicht wesentlich, ob sich die geladenen Gnippen auf 
ein und demselben Meinbrananker befinden oder ob sich diese 
Gruppen auf verschiedenen Ankem befinden, Besonders 
bevorziigt ffir die Ausfahriuig der Erfindung sind amphotere 
30 Ladungstrager mit: einem pi zwiscVien 5 tmd 7 , 



Stark kationische Verbindungen sind be i spiels we i se : 
DC-Chol 3-p- [N- (N" ,N''-dimetliylethane) carbamoyl] cholesterol 
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TC-Chol 3 -p- [N- {N' , , N" - 1 rime thy 1 amino ethane) carbamoyl] 
cliolesterol 

BGSC Bis - gnanidinium- spermidine - diolesterol 
BGTC Bis - guanidinium- tren- cholesterol , 
5 DOTAP (l,2-dioleoylo2cypropyl) -N,N,N-trimethylainnioniiim chlorid 
DOSPER (1, 3-dioleoyloxy-2- (6-Cart>oxy-spermyl) -^propylamid) 
DOTMA {1,2-dioleYloxypropyl) -N,N,N--trimeth.ylaitiinoniuiici chlorid) 

(Lipof ectin®) 

DORIE { 1 , 2 -dioleyloxypropyl ) - 3 dime thylhydroxyethyl 

10 ammoniiiinbromid) 

DOSC (1, 2-dioleayl-3-s-u.Gcinyl-sn-glycerl cholinester) 
DOGSDSO (1,2- dioleoyl - sn- glycero- 3 - succ inyl - 2hydro3cyethyl 

disulfide ornithin) , 

DDAB Dimethyldioctadecylairanoniiiin bromid 
15 DOGS { (C18)2GlySper3*) N,N-dioctadecylamido-glycyl-spennin 

{ Trans f ec t am® ) 

(CIS) ^Gly"*^ N, N-dioctadecylamido-glycin 
CTAB Cetyl-trimethylaramoniuinbroiriid 
CPyC Cetyl-pyridinlTomchlorid 
20 DOEPC 1 , 2 -dioleoyl-sn-glycero-3 -ethylphoBphocholin oder 
andere O-Alkyl-Phosphatxdylcholin oder-ethanolamine. 
Amide ans Lysin, Arginin oder Ornithin und 
Pho spha t idyl e t hanol amin 

25 Beispiele fiar schwach kationische verbindungen sind: 
His-Chol Histaminyl-Choleeterolhemisuccinat , 

Morpholin-N-ethylamino-choleaterolhemisuccinat 
Histidinyl-PE- 

30 Beispielha£te fur neutrale verbindungen sind: cholesterol, 
Ceramide , Phosphatidylcholine , Phosphatidylethanolamine , 
Tetraetherlipide Oder Diacylglycerole . 



Mo -Choi 
oder 
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Beispielhaf te sciiwach anionische Verbinduxige sind: CHEMS 
Cholesterolhemisuccinat:, Alkylcarbonsauren mit 8 bis 25 C- 
Atoiuen Oder Diacylglycerol]:ieinisuGciiia.t - Weitere sciiwach 
anionische Verbindungen sind die Amide aus Asparaginsaure , 
5 odear Glutaminsaure iind PE sowie das PS und dessen Amide mit 
Glyoin, Alanin, Glutamin, Asparagin, Serin, Cystein, 
Threoniii/ Tyrosin, Glutamineaure, Asparagixisaure oder anderen 
Aminosauren oder Aminodicarbonsauren - Nach. dem gleichen 
Prinzip sind auch die Ester aus Hydroxycarbonsauren oder 
10 Hydroxydicarbonasuren und PS sciiwach axiionische verbindimgen - 



Stark anionische Verbindungen sind beispielsweise: SDS 
□ Natrinmdodecylsulfat, Cholesterolsulfat / Cholesterolphosphat, 

'^f Cholesterylphosphocholin, Phosphatidylglycerole , 

15 Phosphatidsauren, Ptiosphytidylinositole, 

Diacylglycerolphospiiate, Diacylglycerol sulfate , cetylphosphat 
hj Oder Lysophospholipide * 



O 

Amphotere Verbindungen sand z.B.; 
T4 20 Hist-Chol Na-Histidinyl-Cholesterolhemisuccinat ^ 

L-i. 

EDTA-Chol Bthylendiamintetraessigsaure-Cholesterolester , 

fy Hist-PS Na-Histidinyl-Phosphatidylserin oder N-Alkylcarnosin. 



Die erf indungsgemaSen Liposomen enthalten variable Anteile 
25 eolcher membranbildender oder niembraiiatS.ndiger Amphiphile, 
dass sie einen amphoteren Charakter erhalten. Das heiEt, dass 
die Liposomen ihr Ladungsvorzeichen vollstandig wechseln 
konnen. Die Menge der bei einem gegebenen pH-Wert des Mediums 
vorliegenden Ladungstrager eines Iiiposoms kann nach der 
30 folgenden Fontiel berechnefc werden; 



z= Ini * {(qi-l) + (10^^^~^^V<l+10^^^"^^^))) 
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qi absolute Ladimg der einzelaen ionischen Gruppe unterhalb 
ihres pK (Bsp, Carboxyl =0, eizzfache Sticks toff base i, 
Phosptiat gruppe der aweiten Dissoziationsstuf e ^ -1 etc.) 
ni Anzahl dieser Gruppen im Liposom- 

Am isoelektrischen Punkt ist die Nettoladung des Liposomes 0. 
Durch Miscbiing axLionisch-er und kationischer Anteile konnen 
Striikturen mit weitgebend wablbarem isoelektrischen Pimkt 
erzeugt werden. 

Die Strukturen koimen also insbesondere so konstruiert 
werden, dass mit fallendem pH-Wert eine wirkliclie trmladung 
des Gesamtitiolekuls von negativ auf positiv erfolgt. Eine 
solche UmladTong ist insbesondere vorteilhaft, wenn die mit 
den Strukturen hergestellten Liposomen in physiologisctien 
ZusaxnitienhSjagen eingesetzt werden sollen, Nur Liposomen mit 
einer negativen Gesaintladung sind mit Blut- und 
Serumbestandteilen vertraglich* Eine positive Ladung fiiiirt zu 
Aggregationen. Liposomen mit positiver Ladung sind aber sehr 
gut fusogen und kornien Wirkstoffe in 2ellen transport ier en . 
Eine pH-abhangige Uniladung erlaubt daher die Konstruktion von 
serumkompatiblen, weil negativ geladenen Verbindungen, die 
sicb nach endozytotischer Aufnahme umladen und somit erst in 
der Zelle fusogen werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante der Erfindung v/eisen 
die amphoteren Liposomen einen isoelektrisoben Punkt !2wisclien 
5 und 7 auf. 

Die Eirfindung iDetrifft auah. amphoteare Liposomen, die 
itiindeatens einen ampboteren Ladungstrager umfassen, wobei der 
ampiiotere LadungstrSger einen isoelektrisolien Punkt zwischen 
4 und S auf weist , 
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In einer bevorzugten AusfGlirungsvariajite weist dex amphotere 
Ladungetrager der Liposoitien ^inen isoelektrlscilieii Pwikt 
zwisctien 5 und 7 auf , 

Die Erfindung betrifft auch amphotere Liposomeji, wobei die 
Liposoinen mindastens einerx amphoteren Ladimgstrager und einen 
anionisclien und/oder kationischen Ladungsfcr^ger umfassen- 



10 2weckmafiig ist es, dass in einer bevorzugten 
AusfQlixiingsvariante die amphoteren Liposomen einen 
ij^ isoelektrischen Piinkfc zwisclxen 5 und 7 a.ufweiseii- 

pss 

SI In einer besonderen Auef uh3rungsvariant.e der firfindung 

y: 15 umfassen die erf indungsgemftfien Liposomen Phospatidylcholinr 

f ' PtLOsphatidylethanolamin, DiacylgXycerol , Cholesterol x 

\= Tetraetherlipid, Ceramid, Sphingolipid und/oder 

2^ Diacylglycercl , Die Herstellung der Liposomen kaiin aber 

fU selbstverstandlich mit vielen Lipidkoiribinatioiien entsprechend 

ly 20 der erf indungsgemaSen Lehre ausgefxihrt werden- So konnen 

p^c beispielsweise Liposomen unter Verwendung einer hohen Menge 

m CHEMS (ca, 40%) und einer kleineren Menge DOTAP (ca, 30%) 

hergestellt werden. Beim pK-Wert der Carboxylgruppe des CHEMS 
i3t die negative Ladung dieser Komponente bereits soweit 
25 zurGckgedrcLngt , das der positive Ladungstrager in der Sumine 
uberwiegt. Eine alternative Formulierung ist die Mischung von 
CHEMS mit HisChol, wobei hier die stSrkere Auf ladung des 
positiven Ladungstragers HieChol mit der Entladung des 
negativen CHEMS synergistisch einhergelit- 



30 



Wird die von sicli aus amphotere Verbindung Hiist-Chol in eine 
neutrale Membran, beispielgw^eise aus einem 

Phosphatidylcholin/ eingebaut ^ so result iert ebenfalls ein 
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amphot^z-^s Liposom mifc einem isoelektrisclieii Punkt, dar dem 
des Hist-Chol weitgehend entspriclit . 

Dem Paciunann ist bekaiint, wie durch vielfSLltige variationen 
der erf indvuiigsgemaSen Lehre die wichtige Parameter anzupassen 
sind: 

i) die Ladungsdichte der Liposomen an den Endpunkten der 
DmladTingen dtirch die Menge und die pKa-Werte der verwendeten 
liadungstrSger , 

ii) die Steilheit der Umladungskurve durch das VerhAltnis 
der beiden Ladungstrager, durch deren absolute Mengen und 
durch eine ggf- synergistisdhe Wirkung von zwei 
komplementaren pH-seneitiven Lipiden und 

iii) der Ntilldurchgang des Zetapotentials durch das 
Verhaltnis der beiden Ladungstrager wie auch durch die Lage 
des pK-Wertes Oder der pK-Werte. 

In einer weiteren Ausfuhrungsvariante der Erfindung weisen 
die Liposomen eine mittlere GroiSe zwischen 5 0 und 1000 nm, 
bevorzugt zwischen 70 und 250 xm, besonders bevorzugt 
zwischen 60 und 130 nm auf ♦ Die Herstellung der amphoteren 
Liposomen ezrfolgt nach den im Stand der Technik bekannten 
MethodeU/ also beispielsweise durch Ethanolinjektion einer 
Lipidlosung in waSrige Puffer, durch Hydratisierung von 
trockenen Lipidfilmen Oder durch Detergenzdialyse . Die Grofie 
der Liposomen kann generell zwischen 50 nm und 10000 rnn 
variieren. Homogene Populationen konnen durch 

Hochdruckhomogenisation oder Extrusion hergestellt warden. 

In einer bevorzugten Ausfiihnmgsvarian-te der Erfindung 
umfassen die Liposomen einen Wirkstoff - 



'02 16:03 FAX +49 30 2641838 



Patentanw, GHZ 



12 

ZweckinaEig in einer bevorzugten Ausfiiiiirangsvariante ist der 
Wirkstoff esin Protein, ein Pepcid, eine DNH, sine kna, ein 
antisense-Nukleotid und/oder ein Decoy-Nukleotid. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der 
Erfindung befinden sicli mindestens 80% des Wirkstoffes im 
imiern des Liposoms^ 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfaliren zur 
Wirkstof fbeladxmg der Liposomen, wobei ein definierter pH- 
Wert zur Verkapaelung benutzt. wird xind ein zweiter pH-Wert 
zur Abtxennung des nicht gebundenen Materials eingestellt 
wird* 

Weiterh-in betrifft die Erfindung auch ein Verfaliren zur 
Wirkstof fbeladung der Liposomen, wobei die Liposoinen bei 
einem definierten pH-Wert permeabilisiert und versclilossen 
werden* 

Die Erfindung betrifft audi die Verwendung der Liopsomen zur 
Herstellmig von Nanokapseln durch Absclieidung von Polymeren 
Oder Polyelektrolyten auf der Lipidscliicbt . Dabei kann eine 
einfache oder mehrfache Abscbeidung solcher Substanzen auf 
der oberflaciie erfolgen. Bei einer mehrfacben Abscbeidung, 
die gegebenenf alls unter Anweeenheit von Vemetzer 
durchgefuiirt wird, entsteben liposomale Nanoakapseln, wie sie 
in der WO 00/28972 oder in der WOOl/64330 beschrieben sind- 
Vorteilbaft bei der Verwendung der hier bescbriebenen 
Substanzen ist die Tatsacbe^ dass die elektrostatische 
Intera^ttion mit dem Polyelektrolyten unterbrochen werden 
kann. Es ist bekainnt, dass die Wechselwirkung eines 
Polyelektrolyten mit Ladungstragern der lipoaomalen Membran 
zur Entmlscbung von Membranbestandteilen und zur Bildung von 



21/02 '02 16:04 FAX +49 30 2641S38 



Patent anw, GHZ 



E1014 



13 

LipidcXustern ftiliren kann. In vielen Fallen gelit diese 
Entmischung mit einer Permeabiiisierung des liiposoms einlier* 
Die erf indungsgemaSen Sixbstanz^n ermoglichen eine iyDSchaltung 
dieser Wecliselwirkung nach dem Bescliiclitxmgsprozess , Wird der 
5 pH-Wert zu diesem Zeitpunkt erhoht, so sind die LiposQiaexi nur 
noch eterisch in der Nanokapseln eingeschlosfien, eine 
Wechselwirkxing der Membran mit den PoXyeleJctrolyten besteht 
daim Tiiclit mebr. Cluaterbildimg der Lipide und damit 
verbundene Pexmeabilisierung der Membran fconnen so umgangen 
JO werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der 
erf indungsgemasen Liposomen zur Verpackiing und Preisetzimg 
von Wirkstof f en- In dieser Ausfuhrungisvariante dienen die 
liiposomen in3i>esondere der effizienten Verpackung von 
Wirkstof f en; toeispielsweise Nukleinsauren. Nnkleinsauren 
werden mit den genannten Lipiden insbesondere bei einem 
niedrigen pH-Wert (ca. 3 bis S) inkizbiert. Nacli Bildung der 
Liposomen konnen auSen anliaftende I^ukleinsauren durch den 
Wechsel zu einem holien pH-Wert (ca. 7..»9) abgewasch.en 
werden . 

Ein analoges Vorgehen kann fur die Verpackung von Proteinen 
gewS-hlt werden. Hier wird mit Vorteil ein pH im Nedixum 
eingestellt, der zwisciien dem pi des Liposoms und dem des 
Proteins liegt . Als besonders vorteilhaft erweist es sich, 
wenn die beideu pi- Wert e meUr als eine Einheit auseinandere 
liegen. 

In einer weiteren Ausfiilirungsvariante der Erfindung werden 
30 die liiposomen zur Herstellxing von Freisetsungssystemen in der 
Diagnostik verwendet. 



■15 



ly 

Li 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariaxite' der 
Erfindung werden die Liposomen als Trans fekt ions system 
v^rwendet, das Heifit zuin Einbringen von v<rirkstof f en in 
Zellen, 

In einer weiteren Ausf-ahrungsvariaocite der Erfindung warden 
die Liposomen zur gesteuerten Freisetzung ihres Inhalts durcli 
Fusion Oder Permeabilisierung der Meitibran verwendet- So 
konnen Liposomen aus einem allein nicht raenibranbildenden 
Lipid, etwa PE durcii den Einbau von Ladungstragem 
stabilisiert werden* Wird der Ladungstr^ger in einen 
neutralen ungeladenen oder zwitterioniscHen Zusband 
•Qberf uiirt , 30 erholit sich die Permeabilitat der Memforan. 
Bekaiinte Liposomen nach dem Stand der Technik erlauben (pe/ 
CHEMS, Tacliibana et al - ) eine solctie Permeabilieierung bei 
niedrigen pH-Werten, wie sie unter ptLysiologisch.en 
Bedingnngen nur im inneren von Endosomen oder bei einer 
Magenpassage erreicht werden, Ampliotere Liposomen konnen nach 
den oben ausgefulirten MaSnabmen so hergestellt werden, dass 
ilir Neutralpunkfc bei jedem gewiinschten pH-Wert zwisclien 4 und 
9 liegt- Unter diesen Bedingungen sind die Liposomen 
permeabel und }<:oxm&Ti ein Cargo ins Medium abgeben. 

Die liposomalen Formulierungen konnen jedoah unter 
Bedingungen geringer Permeabilit^t hergestellt, prozessiert 
und gelagert warden* In einer bevorzugten Au^if uhrungsf orm der 
Erfindung werden Liposomen so hergestellt, dass sie unter 
Bedingtmgen eines physiologischen pH-Wertes ihre Cargo 
freisetzen, bei einem niedrigen pH-Wert jedoch Ihr Gar-go 
sicher einscjlilieiSen. Solohe Lipoisomen eignen sich besonders 
zur Herstellung von Pormulierungen mit einer langaamen 
Freiset2;ungskinetik, wobei die Freisetzung erst durch den 
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Kontakt mit Korperf lussigkeiten initiiert wird, nicht jedoch 
schon bei der Lag^rung Oder beim Transport- 

Eine bevorzugte Ausffihrung der erf indungsgem^j^en Lehre 
5 besteht daher im dem Einsatz solcher Liposomen zu 
fclierapeutisctLen Zwecken, in^besondere ffl.r solche Anwendiang^n, 
die ein spezif isciies Targeting der Liposomen benutzen. Die 
geringe imspezif ische Bindung ist hier Voraussetzung fur 
einen Transport der Liposomen bis zum Zielort* Eine hohe 
10 unspezif ische Bindung wurde im Gegensatz dazu den Transport 
der Liposomen zu ibrem Zielort verbindern. Eine spezifiscbe 
Bindung kann durch weitere MajSnabmen nacii dem Stand der 
p Technik erreicbt werden, also durch eine GrSfienselektion der 

■ 

rz Liposomen oder auch die Bindung von li2.g3iTid.Bn an die 

15 liposomale Oberflacbe, der an einen Zielrezeptor der 
Zelloberf lacbe bindet . Liganden konnen beispielsweise 

Ij Antikorper Oder deren Fragmente, Zuckerstof f Hormone, 

Vitamins, Peptide wie zB. das Arg-Qly-Asp (RGD) , 
Wachstumsf aktoren. Bilirubin, oder anderen Komponenten sein. 

fU 20 

Eine bevorzugte Ausf^ihrungsvariante der erf indungegemaSen 
fy Lehre betrifft die verwendung der Liposomen fnr 

therapeutiscbe oder diagnosti^che Anwendungen unter in vivo- 
Bedingungen. Bevorzngt sind solche Liposomen, die eine 

25 geringe unspezif isohe Bindung und damit Fusionsneigung unter 
physiologischen Bedingungen zeigen, aber eine starke Bindung 
und hohe Fusionskompetenz unter veranderten Bedingungen 
aufweisen. Solche Liposomen sind amphotere Liposomen, die 
unter physiologischen Bedingungen eine anionische 

30 GesamtladTong des Partikels besitzen, bei eineni pH<6,5 jedoch 
eine zunehmende kationische Aufladmig zeigen. Solche pH-Werte 
kommen bei der Endozytose der Liposomen in Zellen vor. Solche 
pH-werte kommen auch im Innern von T^imoren vor. Diese pH- 
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Werte findet man auch in den aufieren Schichten der Haut, 
Niedrige pH-w^rte kdnnen auch ex: vi-vo bei der Perfundierung 
eines Organs fur einen gewiesen zeitraum eingestellt werden, 
Eine hohe Bind"ungsst:arfce \ind Fusionskompetenz ist daher auf 
solche Liposomen beschrankc, die bereits von zellen oder 
speziellen Geweben aiaf genommen wurden* Bindungestarke und 
^iinettmende Fusionskoiupetenz unterstutzen die VerschJcielzTing 
der lipQsomalen Membran mit der zellmembran. Dieses Ereignis 
fuhrt zu einer direkten Preisetzung des Cargos in das 
Zellinnere, ohne lytisdie Komponenten des Endosoms 
freizusetzen und damit das Cargo oder Zellbestandteile zu 
gef alirden. 

ZweckmaSig ist weiterhin die Verwendung der Liposomen als 
Depot formulierung und/oder als zirkulierendes Depot- Mit 
Vorteil k6nnen die Liposomen auc*li bei intravenoser oder 
peritonealer Applikation verwendet werden. In einer besonders 
bevorzugten AusfHtirungsvariante de^r Erfindung werden die 
Liposomen als Vekfcor sur Tzransf ektion von Zellen in vivo, in 
vitro und ex vivo einge^etzfc. 
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Die erf indungsgemaSen Liposomeii weisen meiirere Vorteile auf . 
Kationisch aufladbare Liposomen aus 40% HisChol xind PC binden 
auch unter Bedingungen eines jieutralen pH-Wertes 
isrukleinsauren/ wie z.B, DNA an ilirer Membran* 
5 Uberraschenderweise wird diese Bindung vollstandig 
unterdruckt, warm die oben angegebenen Liposomen unter 
zusatxlicher Verwendung von 5% PG hergestellt werden und darni 
amphotere Eigenschaf ben haben* Die BindiJing von Niikleinsauren 
an die Menibran ist jedoch dnrch Verringerung des pH-Wertes 
10 wieder lierstellbar . Liposomen nacii der erf indungsgemafien 
Lehre sind daher sehr gut 2ur pH-al>hangigen Bindung von 
Ntikleinsauren geeigjiet. 

Es wurde weiterhin uberrasch.end gefunden^ dass auch eine 
t& 15 Reihe von Proteinen sich in der fur die Nxikleinsauren 

3""^' beschriebenen Art verhalten. So binden Antikorper nicht bei 

%i neutralen pH-Wert, wohl aber unter leicht sauren Bedingimgen 

1 effektiv an die Membran der erf indungsgemSJ^en Ijipoaomen* Ein 

ill solch.es Verhalten kann weder bei pH-aensitiven Liposomen aus 

jy 20 einem Neutrallipid und CHEMS .-nocli bei solchen aue einem 

PI Neutrallipid und HisiChol beobachtet werden. Es ist dalier eine 

ni besondere Eigenschaft der amphoteren Liposomen. Es 

liberrascixenderweise aucii gefunden, dass Liposomen gemaS der 
vorliegenden Erfindung im Gegensatz zu den bekannten 
25 konstitutiv kationischen Liposomen serumkompatxbel sind. Eine 
zweckmaEige Ausfuhrung der erfindungsgemaiSen Lehre besteht 
daher beim Einsatz solcher Liposomen zu tiierapeutisclien 
Zwecken. Ein Vorteil der Liposomen ist, dass sie eine 
wesentlich gearingere unspezif ische Bindung an 2ellen 
30 anfweisen, als die^ bei bekannten kon^titutiv kationischen 
Liposomen der Fall ist. 
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tTberraschend ist auch, dass die Fu^ionsJcompetenz der 
erf indungsgexnafieii Liposomen vom pH-Wert des Mediums ahhangig 
i3t. Die Fusionskompetenz gegenuber biologischen Membranen 
von Zellen wird duirch die Wahl des Lipids, aber auch durch 
5 die Aufladmig der Liposomen bestittimt. Der eigentlichen Fusion 
geht fur gewohnlich ein Bindungsschritt voraus . Eine starke 
Bindung der Lipoaoitien an Zellmensbraiien aber nicJlit iinmer 
wunsciienswert , scndern soli wie oben beschrieben nur unter 
kontrollierten Bedingungen in bestiramten Zellen oder Geweben 
10 erf ol gen. 

Die Liposomen k5nneii da]:ier zut Konstruktion von liposoiualen 
vektoren f"Qr den Transport von Wirkstoffen in Zellen genutzt 
werden, Als Wirkstoffe kominen alle Stoffe in Frage^ die nicht 
mizellbildend sind- Besonders geeignate Wirkstoffe sind 
waseerloslicbe Stoffe* Das sind viele Proteine und Peptide, 
insbesondere Antikorper oder Enzyme oder Antigene, alle 
iSIUkleinsauren, unabliAngig von ihrem Molekulargevricht und 
ihrer Abstammung von RNA oder DNA. Das slnd aber auch andere 
biologische Makromolekule wie etwa komplexe Zucker, 
Katurstoffe und weitere Verbindimgen- Das ^ind ebenfalls 
niedermolekulare Wirkstoffe syntlxetischen oder naturlichen 
Ursprungs, die sonst nicht die Zelliuembran als Barriere 
durchdringen konnen. Solciie stoffe konnen dann mit Hilfe der 
Vektoren in das Innere von zellen transportiert werden und 
Wirkungen auslosen^ die ohne dieeen Transport nicht in<i;>glich 
waren * 

Mit Hilfe der erf inderischen Lehre konnen ^omit Liposomen 
30 berge^fcellt werden, dereia Fusions- i.ind Bindungseigenschaf ten 
slch. bei verschiedenen pH-Werten unterscheiden . Es k6nnen 
daher auf diesem Wege serumkompatible Lipoeomen hergestellt 
werden^ die mit einer groEen Menge von Wirkstoffen beladen 
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sind und diese ±n das Tnnere von zellen transport ieren, Es 
ist dem F^achinaim moglich, Elemente der erf indungsgemafien 
Lelire miteinander zu koiribinieren und damit liiposomen 
Herzusnellen, die optimal ftir einen bestiinmten Zweck geeignet 
5 sind. 

Die Erfindung 30II im folgenden axihand von Beispielen n^her 
eriautert warden, ohne dass die Erfindung auf diese Beispiele 
zu bescliranken ist. 

10 



U 
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Beispial 1 

Herstellung und Iiadungseigenscliaf ten amphoterer Lxposomezi mlt 
5 positiv aufla^dldarem und koxxstaxxt negativ geladeztem 
Ladungstirager 

5 mg His -Choi und 7.8 mg POPC und 2 mg DPPG werden in 4 iul 
Clilorof02rm/Metlianol (1:1 v/v) gelost imd im 

10 Rotationsverdampf er vollstiandig getrocknet . Der Lipidf ilm 
wird mit 4.3 mix des entspreclienden Puffers (10 iriM KAci, 10 mM 
HSPES, 150 jm NaCl, pH 7,5 in einer Lipidkonzentration von 5 
mM durch 5 min ultra^ciiallbehandlung liydratisiert , 
AbsciilieSeiid wird die Suspension eingefroren und nach. dem 

15 Auftauen melirfach. extrudiert (Avestin LiposoFast, 

Polycarbonatf ilter 200nin Porenweite) - 2;ur Messung des 
Zetapotential3 wird eine Endkonzentration der Liposomen von 
0,2 mM eingestellt- Zur Verdiinnung wird das oben genannte 
Puf f ersystem bei einem pH von 7,5 bzw- 4,2 benutzt. Die 

20 gemessenen Zetapotentiale liegen bei -18mV (pH7,5) bzw. bei 
+35mV (pH4.2) . 

Beii^piel 2 

25 

Herstellung und Xiadungseigenscliaf ten amphoterer Liposomezx mlt 
konstant positivean und veranderlich negativem Ladungstrager 

POPC, DOTAP und CHEMS warden in den imten angegebenen molaren 
Ver]aaltnissen in 4 rtLL Clilorof orm/Metlaanol (1:1 v/v) gelost 
30 ujid im Rotationsverdampf er vollstdndig getroclcnet - Der 
liipidfilm wird mit 4.3 loL des entsprechenden Puffers (10 mM 
KAc, 10 mM HEPES^ 150 inM NaCl , pH 7,5) in einer 
Oesamtlipidkonzentration von 5 mM durch 5 min 
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Ultraschallbeliandliing hydratisiert . Abschliel^end wlrd die 
Suspension eingefroren und nach dem Auftauen mehrfach 
extrudiert (Avestin LiposoFast, Polycarbonat filter 2 0 0niti 
Porenweite) , Die untenstehende Tabelle zeigt die 
5 Zetapotenziale in Abhangigkeit vom pH, 

Zusammenset2;ung der Liposomen in mol-% 



Liposom 1 POPC 


50 DOTAP 40 


Chems 


10 




LipoSQm 2 POPG 


50 DOTAP 3 0 


Chems 


20 




Liposom 3 POPC 


50 DOTAP 25 


Chems 


25 




Liposom 4 POPC 


50 DOTAP 2 0 


Chems 


30 




Liposom 5 POPC 


50 DOTAP 40 


Chems 


10 




Tabelle 1. Zetapotenziale in mV 








pH^Wert Liposoml 


Ijipo9om2 Liposom3 


Liposom4 


LiposomS 


4 44,2 


38,4 34, 


7 


31, 7 


16, 2 


5 39,9 


25,6 27,2 


22,1 


3,3 


6 37 


21,4 16,4 


2,5 


-7,3 


7,5 23,2 


1,8 -7, 


9 


-18, 9 


-34, 6 


Durcli geeigxiete 


Zusammensetsjung ±st die 


Hohe des 


zenapotenzials uxxd 


dessert Steilheit 


in we it en Grenzen 



wahlbar * 



20 Belspiel 3 

Herstellung- und Ladungseigenscliaf ten amphoterer Liposomen mit 
kompletter ScHaltbarkeit in einer Ver-bindtmg- 

25 5 mg Hi St "Choi 9*8 mg POPC werden in 4 loL 

Chloro form/Me thanol { 1:1 v/v) gel6st und im 

Rotationsverdampf er vollstandig getrocknet, Der Lipidfilm 

wird mit 4.3 toIj des entsprechenden Puffers (10 mM Kac, 10 mM 
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HEPES, 150 rnM NaCl, pH 7,5 in einer IiipidJconzentration von 5 
mM durch. 5 m±n Ultraschallbetiandluixg hydratisierfc . 
AbschliejSeixd wird die Suspension eingefroren und nach dem 
Aufta-uen meiirfach. extrudiert (Avestin LiposoFast, 
Polycarbonatf ilter 2 00niii Porenweite) . Der Verlauf des 
25et:apot.entials bei verschiedenen pH-Werten und. lonenstarken 
ist in der tin tens tehenden Tabelle dargestellt (Tabelle 2) . 

Tabelle 2 

P^^-^g^t olixie Salg IQQ mM NaCl 

4 45,6 20,2 

5 26,9 2,2 

6 -4,1 -5,2 

7 -31,4 -15,3 

8 -45, 7 -25, 4 



Beisplel 4 

S ez-iuaaggr aga t ion 

Lipidfilme werdan wie in Beispiel 1 iaergestellt , Als 
Vergleicliprobe dient eine Lipidmischung, die kein DPPG 
entiialt. Die Lipidfilme werden in Puffer (lOxnM Ph-osphat, 
ISOinM NaCl, pH7-4) bydratisiert xind wie oben 
extrudiert .Humane3 Serum ^Ird mit einer gleichen Menge Puffer 
(lOmM Phophat, IBOnyvi NaCl, pH 7.4) verd-iinnt, partikulare 
Bestandteile und Fefct werden durcb Zent:rifugation (20mirL, 
13.D00rpm/ 4*C) entfernt, das klare Serum wird mit einem 
Filter der Porenweite 0.2/im steril filtriert. 

Die oben praparierten Liposomen werden in einer JKonzentration 
von ImM zum Serum gegeben und fur ISmin bei 3 7''C inkubiert, 
Nacli der Inkubation ist die Suspension der DPPG-haltigen 
Liposomen gleichinaiSig trub, ohne das eine Flockung beobachtet 
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^erden kanri* Der Durchmesser der Liposomen w±rd mittele 
dynamischer Liciitstreuxing bestiitimt und ist um weniger als 10% 
gegenilber der Ausgangsprobe veraradert. Die Suspension der 
DPPG-freien Liposomen zeigt deutlicfae Flockung, 



Beisplel 5 

10 Serumst;abilltat dez- Meml^razi 

Neben der Senmaggregation wurde auch das Austreten eines 
^ Wirkstoffes (Carboxyf l\ioxescein, CF) in Gegenwart von 

p Hxmaxisenim mitersucht. Dazu wurden POPC/DOTAP/CHEMS Liposomen 

S TinterschiedlicJier- Zu-sammejasetzmig nach Beispiel 2 

H 15 nergestellt : 

POPC 100% (als Kontrolle) . POPC/DOTAP/CHEMS 60:30:10, 
60:20:20 und 60:10:30 (Angaben in Mol%) - Nicht 
eingeschlosaenes CF wurde durch Gelf iltration abgetrennt, Zur 
Messung wurden die Liposomen au£ 0.1 mM in Serum verdunnt und 
20 bei 37 ^'C infcubiert • Zu bestimmten Zeitpunkten wurde eine 
Probe von 3 0 jitl entnoaimen und mit 100 mM TRIS Puffer, pH 8-2 
auf 300 til verdunnt und die Flnoreszenz geraessen. Die 10 0% 
Werte wurden durch. Auflosen der Liposomen mit 10 /^l Triton X- 
100 (10% in Wasser)gewoniien- Der Zeitverlauf des 
25 eingeschlossenen CF ist in der imtenstelienden Tabelle 
dargestellt . 

Die Liposomen verlieren nur wenig CF in Serum liber den 
gemessenen Zeitraum von 4 h. POPC/DOTAP/CHEMS 60:30:10 und 
30 60:20:20 beaitzen nacb 4 b noch circa 7 5%, POPC unci 
POPC/DOTAP/CHEMS 60:10:30 sogar an die 100% iiires 
ursprunglichen CP-Gehalts (siebe Tabelle 3) . 



Q 

111 

o 

\ y 



21/02 '02 16:16 FAX +49 30 2641838 



Patentanw, GHZ 



[§002 



24 



m rnxn 



0 

15 
60 
12 0 
240 



Z^it, 50PC POP'c/DOTAPyCHEMS POPC>X)OTAP/CHEMS EOPC/DOTAP/CHEMS 

€0:3 0:10 60:20 : 20 6DilO:30 



100% 
91% 
94% 
96% 
96% 



100% 
84% 
81% 
80% 
80% 



100% 
95% 
87% 
76% 
77% 



100% 
107% 
110% 

105% 
107% 



fU 



10 



15 



Beispiel 6 
Bindung von DNA 

liiposomen itiit folgenden Zusairnnensetzungeii weraen v^ie in 
Beispiel 1 hergestellt: Calle Angaijen in Mol%) 



A 
B 
G 



6 0 POPC 
55 POPC 
60 POPC 



4 0 HisCHol 
40 HisChol 
20 HisCtiol 



5 CHEMS 
20 CHEMS 



20 



Die Liposomen werden in einer Konzentration von 0.2itiM in 
Puffer (10 mM Kaliumacetat . 10 itiM HEPES, pH 4.2 bzw, 7,5) 
suspendiert. 45 /xl einer DNA-Losung (Img DNA {Hering sperm, 
SIGMA D3159)in 1 ml Wasser) werden zu jeweils 1 ml der 
unterscHiedliclnen liiposomeiiproben gegeben und schnell 
gemisclit- Nacti IBmin Inkiibation wird die Probe mitt 6 ml des 
entspreciienden Puffers aufgefullt und das Zetapotential der 
Liposomen vermessen (Tabelle 4) . 



Tabelle 4 . 



Lipid 



pH 4-2 



A 
B 
C 



-DNA 
+ 47^6 
+ 47.8 

+ 34.0 



+DNA 

- 32 . 0 

- 28,1 

- 28.6 



pH 7,5 



-DNA 
+ 2,4 
+ 0.1 
- 10.1 



+DNA 

- 44 . 4 

- 38.4 
-24,7 
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Untex den Bedingungen eines feerschusses kationischer 
Ladimgen (pH 4.2) findet eine starke Umladung der Partikel 
statt. Beim neutralen pH von 7,5 kann das CHEMS in hoher 
Konzentration (Liposom C)die Ladung des HisCHol 
5 liberkompensieren, die Partikel haben ein negatives 
Zetapotential - An solche Partikel binden nur noch. geringe 
Mengen DNA. 



10 Beispxel 7 

Biudimg undL U^ldsung von dna 

^ Iiiposomen der Zusainmenset^nngen POPC/DOTAP/CHEMS 60:15:25 und 

p POPC/DCChol/CHEMS 60:15:25 (alle Angaben in Mol%)wurden nach 

f: 15 Beispiel 2 herg^stellt . Die Bindung von DNA wurde nach obigem 

gi Beispiel bei pH4,2 durcligef-iihxt und die Zetapotentiale 

beBtimmt- AnschlieSend wurden die Proben auf einen pH von 7,5 
g eingestellt und wiederiim das Zetapotential gemessen. 



fU Misclximg Zeta. [mv] 

m 

1^ 20 a) POPC/DCCiiol/CHEMS 60:15:25 (pH 4,2) -43,5 

^ (Aggregate ) 

hi 

b) POPC/DOTAP/CHEMS 60:15:25 {pH 4,2) -43,7 

c) POPC/DCChol/CHEMS 60:15:25 (pH 7,5) -IS, 5 

d) POPC/DOTAP/CHEMS 60:15:25 (pH 7,5) -14,5 

25 

In Gegenwart von DNA wird bei niedrigem pH ein negatives 
Zetapotential gemessen, die ursprtinglichen Partikel waren 
jedoch posit iv geladen, Nach dem Wechsel zuiu neutral -pH 
verr ingert sich diese durch DNA bedingte Auf ladung. Die 
30 Zetapotentiale nahern sich dem der xmbehandelten Liposomen (- 
lliuV bei pH 7,5) 
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Bexspiel 8 

DBTA-EinschlTifi und iiblSsung nicht verfcapselten Materials 

5 Z^^ei LiposomenfQx-m-alierungen der zusainitiensetzuxig 

POPC60 /DOTAP15/CHEMS2 5 fozw- POPC85/DOTAP15 werden als 
trockene Llpidfilme wie oben besctirieben hergestellt , Die 
Gesamtmenge des Lipids betmig jeweils Zi^r 
Hydratisierung wurde Herings-DNA in lOmM Kac, lOiriM HEPES und 
10 lOOmM NaCl pH4,0 gelost. 4mg der dna wurde direkt zu den 
Lipidfilmen gegeben. Die entstamdenen Liposomen warden 
melirfacb eingefroren und getaut und ansclxlieSend durcii ein 
H 2 0 0nin -Filter extrudiert * 

O je SOOjizl der Partikel wurden mit 2,5 ml einer Sucroselosuug 

S 15 gemischt (0,8M Sucrose in Puffer wie oben, pH-Wert 4,0 oder 

m 7,5) una iriit 1,5ml einer 0, 5M-Sucrosel6sung sowie 0,5ml des 

L„| Puffers uberscliichtet . 

Liposomen wurden darni von nicht gebundener DNA durch 
Flotation getremit . Die Liposomen wurden nacti der Flotation 
von der Grenzfl&che Puffer / 0, 5M Sucrose abgenoinmen , 
Die Bestimitiung der gebundenen DNA-Menge erfolgt durch. 
Intercalation von Propidiumiodid, fur die Eestimmung der 
Lipidmenge wurde der Stewart -Assay verwendet , im Stewart - 
Assay spricht nur das verwendete PC an, die axideren Lipide 
25 wurden anhand dieses Wertes berechnet. Die Ergebnisse sind in 
der untenstehenden Tabelle dargestellt (Tabelle 5) . 

Tal>elle 5. 



□ 
flJ 

fU 20 



Liposom 


.pH 4,0 


pH 7, 5 


Pd^C/DOTAP/ CHBMS 


2/ig DNA//ig DOTAP 


1 , 2 ^g DNA/ fJLS DOTAP 


60/15/25 






POPC/DOTAP as/15 


2,3iLcg DNA/^g DOTAP 


2,3/ig DNA/ptg DOTAP 
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Mit den amphoteren Liposom^n flotiert nach dem pH-^Weciisel auf 
7,5 nur ixoctL etwa die Halfte der gebundenen dna nach cben. 
Dieses Material ist dag wirklicli eingeschlossene Material. 
Analoge Brgebnisse wurden bei eiixem Verdau mit DNAse 
5 erhalten. 

Von konstitutiv kationiacliezi Liposomen lasst sich DNA durch 
pH-Weclieel und a-ucb durch eine zusatzliclie Erliohung der 
lonenstarke nicht wieder ablosen und verbleibt iinmer an der 
Aussenseite . 

10 



Beispiel d 



111 

fit 
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Fusic»aselgexise3ia£ ten 

Liposomen mit folgenden Zusammensetzimgen werden wie in 
Beispiel 1 bergestellt (alle Angaben in Mol-%) i 



A) POPC 60 HisChol 4 0 

B) POPC 55 HisChol 40 CHBMS 5 
20 X) POPC 100 

Y) POPC 60 DPPG 4 0 

Die faknlativ kationischen Liposomen A Oder B werden mit den 
neiitralen Liposomen X oder den anionischen Liposomen Y im 
25 Puffer (lOrtiM HKPES, lOmM Kaliumacetat , pH4.2 bzw. 
7.5) inkubiert ♦ Die eventuelle Fusion von Liposomen wird 
mittels Grofienmessung durcb dynamiacbe Licbtstreuung 
analysiert (Tatoelle 6) . 



30 TabeXXe 6 . 



Liposom X 


X 


X 


Y 


Y 




Liposom 2 


A 


B 


A 


B 




pM 4.2 


181y 6 nm 


191,9 nm 


1689,3 nm 


2373,2 nm 
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HI 



pjj 7.5 191,8 nm 202^4 niT\ 250, 0 nm 206, 3 nm 

Die AusgangsgroSen der Liposomen betrugen bei pH 4.2 161, s nm 
imd 165,9 nm bei pH 7,5 
A) I83,2nin 
5 X) 199, 2nm 
Y) 183, 2nm 

Die GrfiSe der komplementar geladenen Paare (YA und YB) 
unterscheidet slch deutlich von der GrSSe der 
10 Mischsiispensionep. mit dem Neutralliposom X, Das Ausmafi der 
Wechselwirkung ist durch das Mafi der Aufladung der fakultativ 
kationisclieii Ltposomeii bestinrait* Eine Fusion zu groEeren 
Einheiten ist niciit von dem fusogenen Lipid PE abbangig. 

15 

Beispiel 10 

Permeabllitlit gegeniiibeir Hakromolekulen 

13,75i[imol DOPE, 2 , 5;imol CHEMS und lO/imol HiaCbol werdeia in 
20 Isopropanol gelost und das Losungsmittel wird unter Vakuum 
aijgezogen* Zv. dem getrocknefcen Lipidfilm gibt man 2.5ml einer 
Losung von Proteinase K in Puffer {img/ml Proteinase K, lOmM 
Kaliumacetat, lOmM HEPBS, ISOrdM NaCl, pH4-2). Nacli der 
Hydratisierung des Films warden die gebildeten Liposomen 

25 durcb eine 400nm"Membran extrudiert- Nicht eingeschlossene 
proteinase wird durch Flotation der Liposomen im 
Sucrosegradienten abgetrennt , Die so hergeetellten Liposomen 
warden mit 7.5ml Puffer bei pH4.2 und pH7.2 inkubiert (Puffer 
wie oben, Ausgangs-pH 4.2 und S.O). Nacb der Inkubation wird 

30 freigesetzte Proteinase K durch ultrafiltration mit einer 0,1 
/im-Membran abgetrennt. Die im Filter verbleibenden Liposomen 
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werden daim m±t, 7.5ml einer Losung von Triton X-100 in Pnffer 
(wie oben, pH 8.0) beliandelt, 

Alle Filtrate werden auf die Aciwesenheit von Proteinase K 
5 getestet* Da.zu wird sine Losung von A^ocasein (6 mg/ml 
Azocasein in 1 M Hams toff, 200 mM Tiris-Sulfat pH 8.5) 
verwendet* SOOftl dieser Loaiing werden mit 10 0^1 Filtrat oder 
Puffer gemiscnt und fiir 30min bei 37^C irikiibiert . Die 
Reaktion wird durcii Zugabe von 10% Tricliloressigs^ure 
10 gestoppt- Prazipitierte Proteins werden dxirch Zentrif ugation 
abgetrennt* Die Farbung im Dberstand wird bei 390nin gemessen 
{Tabelle 7) - 

Tabelle 7« 

pH InfeTibation Triton XI 00 Absorption bei 390nni - 

Blank 
0, 0192 
0,2345 
0,2210 
0, 0307 

b 

iU Erfolgt die Inknbation der Liposomen bei einem pH-Wert von 

4.2, so wird keine oder nur eehr wenig Proteinase K 
freigesetzt. Erst die Auflftsxing der Liposomen mit Triton xlOO 
fuhrt z\ir Preisetzimg des Enzyms. Wenn die Liposomen bei 
20 einem pH-Wert von 7.2 inkiibiert werden, so wird bereits ohne 
Zugabe von Triton der GroSteil des Enzyms freigesetzt und 
finden isch im ersten Filtrat. Die Zugabe von Triton kann 
dann kaum noch. weiteres Enzym aus den Liposomen berauslSsen, 



4.2 
4.2 
7.2 
7.2 



25 
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Beispiel 11 

P r o t e inb indurtg 

Lipcsomen der Zueaimnensetzimg POPC50/ DOTAPIO/ CHEMS40 (alle 
Angaben in mol-% wex-den wie in den vorhergetL^nden Beispielen 
^ejpgestellt. Zur Hydratisiermig der Lipidfilme wird eine 
Losung von 0,26 mg/ml Lysozym in Puffer (10 mM MEB pH 5,0 
Odex pH 6,0 bzw, 10 mM HEPES pH 7,0 Oder pH8,0) 
verwendet .Alle Proben werden nach der Hydratisiening mehrfach 
eingefroren und getaut. AnaciilielSexxd werden die Liposomen 
mittels ultrasGliall homogenisiert und diirch ein 200nm-Filter 
extrudiert . 



Die so hergestellte Liposamensuspensioii werden durcli Zugabe 
[I 15 von Essigsaure auf einen pH-Wert -^on 4,0 eingestellt. 

31 AnscblieSend werden die Liposomen von nicht eingebautem 

J;^^ Protein durcli Flotation getrennt. In der untenstehenden 

Tabelle ist der Anteil des eingeschlossenen Proteins 
y wiedergegeben (Tabelle 8) . 



20 



Tabelle 8. 



pH-Wert beim Einscliluss 


% eingesclxlossenes Material 


5,0 


4 




21 


7,0 


75 


8,0 


80 



25 



Liposomen der verwendeten Zusaimnensetzung zeigen einen pi von 
5, das liysozym ist ein basisclies Protein mit einem pi von 
11,35 * Im pH-BereicJrx zwxsclien 6 xind 8 sind daHer beide 
Partner entgegengesetzt geladen. Durcb die elektrostatisclie 
Anziehung wird ein effizienter EinscbluS in die Liposomen 
bewirkt. Nicht verkapseltes Protein wurde einem pH von 4 
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entfernt:, Bei diesem pH wi^rd die Wediselwirkxing zwischen deu 
Partnern aufgeboben. 



5 B^ispiel 12 

Transfektion in Zellen 

HeLa-Zellen Oder CHO-zellen (3*10^5) warden in jede Kavitat 
einer 6 -well Titerplatte ausplattierfc und fur drei Tage 
kultviert, X^iposomen (POPC/DOTAP/CHEMS 60/30/10) warden in 
10 Gegenwart von f lucres zensmarkiert em Dextran ( TRITC-Dextran^ 
lOmg/ml ini Hydratisierungspuf f er) hergestellt ,Nicht 

eingebautes TRITC- Dextran wurde dnrcli Gelf iltratiorx entfernt. 
Die so Hergestellten Liposomen warden zu den Zellen gegeben 
und fiir 6h bei 37'=»C inkubiert , AnschJ-ieEend wurden die Zellen 
m 15 zweimal mit Puffer gewa.schen* Die Aufnahme des Dextrans wurde 

im mikroBkopiscixen Bild verf olgt . Die Ergebnisse sind in der 
Pigur X dargestellt. 



20 Beisplel 13 



Ligandenbindtmg und Transfektion 

Liposomen der Zusaramensetzung POPC/DOTAP/Chems/lSr-glutaryl- 
DPPE (50:10:30:10 (mol%) ) werden nacii Beispiel 2 hergestellt, 

25 dabei werden sie mit einer Losung von 3mg/ml TRITC-Dextran 
(Mw ca. 4400) in Hepes 10 imM, 150 mM IsTaCl, pH 7,S 
liydratisiert - NiditeingescHlossenes TRITC-Dextran wird durch 
Gelf iltration uber eine Sephadex G-75 Saule abgetrennt. Die 
Bindung des cyclischen Peptides RCDCRGDCFC an die liposomale 

30 Oberflache wurde durcii Aktivierung des N-glutaryl-DPPEs mit 
EDC (i-Etliyl-3- (3-dimethyiaminopropyl carbodiimid) erreicbt 
{3.5 mg EDC zu 400/xl Liposomensuspension) und anschlieEendes 
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Rfiliren iiti Dxmkein uber 5 h.- Daim wurde das RGD-Peptid (250/xg 
in 150/xl Puffer) zugegeben und titer Nacht geruhrt. Die 
Liposonien wurden durch Gelf iltration vom niciitgebundenen 
Peptid abgetreimt. 

Humane Endothelzellcn (HDVEC) wurden in speaialmedium 
kultiviert , Die mit Ligand modif i2:ierteTi liiposomen und 
Koiatrolllipo3ornein ohne RGD-Iiigand werden als 0.5 inM 
Suspension auf die Zellen gegeben. Nach 2 Stunden werden die 
Liposomen abgenoxnmen und die 2ellkaitanem 3 mal mit PBS-Puffer 
geapiilt und imter dem Fluores2enz:mikroskop betrachtet . 
Zellen, die mit R<SD- Liposomen beliandelt t/mrden zeigten eine 
erheblich. hoiiere rote TRITC- Fluoreszenz als die 
Kont rol 1 1 ±posomen , 

Belspi^l 14 

pfa.amakokixLetik (Blutspiegel und Organverteilung) von pH- 
sclialtbaren liiposomen 

Je 500 /xL Lipo3oitien aus POPC/Cbol (60:40). POPC/Hist- 
Chol/Chol (60:20:20) und POPC/DOTAP/cHems (60:10:30) warden 
mannliciien Wis tar-Ratten per injektion in die Scliwanzvene 
verabreicht . 

5 0 mM Liposomen- Suspensionen wurden iiergestellt durcli 
Hydratisieren eines Lipidfilms der entsprechenden 
Po3nnulierung { Addition von 0,03 mol% [14]C-DPPC) mit 2 mL 
einer Losung von 1 mg [3]H-Inulin in HEPES 10 mM, NaCL 150 
iniyr, pH 7-5) . NacJi 3 Eiizf rlexVAuf tau-syklen wuarden die 
Suspensionen durch eine 400 niu-Membran melir facia extrudiert 
(LiposoFast, A-vestin) . Abtrennung von nichteingeschlossenem 
[3]H-Inulin erEolgte durch Gelfitration uber eine G-75 
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Sephadex-S^ule und anechliefiende Konzentrierung ixber 
CENTRIPRSP (Milllpore) Zentrif ugationseinheiten . 
4 VersTjchstieren je Pormulierung wurden 0.5 mL 
liiposoTtiensuspension veratoreiclit und Blutproben nach 5 m±n,l5 
min, 60 min, 3 h, 12 h, 24 h. genoramen. Die Radioaktivitat der 
Membranf raktion und des loslichen Cargos wurden per 
Szintillation venuessen und ergaben folgende werte: 

Eliminationslialbwertszeiten aus dem Blut; 
POPC/Cliol grdSer 120 min 

POPC/DOTAP/Chairi3 groCer 120 min 
POPC/Hisfc-Chol grofier 120 min 

Mit ibrer relativ langen Halbwertszeit im Blut erftillen die 
erf indungagemafien Liposomen die Grundvoraussetzungen fur ein 
Vektor system, Sie sind nicht akut toxisch und werden niclit 
sofort vom retikuloendotbelialen System auf genommen . Das 
Verhaltnis der 3 [HI und der 14 [C] -Radioaktivitat der 
Blutproben war bis zum Ende des Experiments konstant . Es 
findet daher in keinem Fall eine Freisetzung des Cargcs durch 
Complementlyse statfc . 
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Patentanspxriichia 



10 



Ainph.ot:ere Liposomen, dadiirch gekeimzeichnet , da.s3 die 
Lipoeomen luindestens elnen positiven txnd mlndestens 
einen davon verschiedenen negativen Ladungstrager 
Tomfassen, wobei die Liposomen eiixen isoelektrischen 
Pimkt zwischen 4 und 8 aufweisen. 

AiffptLOtere Liposomen nacii Anspruch 1, dadurcli 
gekennzeichziet , dass die Liposomeu einen 

isoelektrischen Punkt zwischen 5 und 7 aufweisen. 



15 3. Amphotere Liposomen, dadurch gekeimzeichziet , dass die 
X^iposomen mindestens eineix amphoteren Ladtmgstrager 
Tomfasseri/ wobei der ampiiotere Ladungstrager einen 
isoelektzrisctien Pxmkt zwischen 4 iind 8 auf weist . 



pj 20 4* Amphotere Liposomen dem vorhergehenden Anspruch., 

^ dadurch gekeniizeichnet, dass der aiuphotere 

n 

fU Ladungstrager einen isoelektrischexa Punkt zwischen 5 

und 7 auf weist, 

25 5. Amphotere Liposomen^ dadurch gekennzeichnet , dass die 

Liposomen mindestens einen amphoteren Ladungstrager und 
einen anionischen und/oder kationischen Ladungstrager 
umfa^sen. 

30 6, Ampiiotere Liposomeii nach Anspruch 5, dadurch 

gekennzeichnet , dass die Liposomen einen 

isoelektrischen Punkt zwischen 5 und 7 aufweisen. 
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7. Amphotere Liposomen nach einem der Anspruche 1 Jbis 5, 
dadurcli gekennzeialmet , class die Liposomen ein 
neutrales Lipid ximfassen, ausgewattlt aus deir Gruppe 
bestehend aus Pho spat idyl chol in, 

5 Phoephatidyletlianolamin, Cholesterol , Tetraetherlipid, 

ceramid, Sphingolipid und/oder Diacylglycerol * 

8. Amphoter© Liposomen nach ainem der vorhergehenden 
Aneprtlche, dadurcti gekemizeichnefc, dass die Liposomen 

10 eine mittlere GroSe zwischen 50 und 1000 mn, bevorzugt 

zwischen 70 xmd 250 nm, besonders bevorzugt zwisciien 6 0 
und 130 run aufweisen* 

9 . Amph.otere Lipo3omen nach einem der vor^Iiergehenden 
15 2Vnsprtiche, da.du.rcti gekeixnzeicliixet ^ dass die Liposomen 

einen Wirkstoff umfassen. 



l_ 10. Amphotere Liposomen nach dein vorhergehenden Aasprnch, 

^ dadurch gekenxizeichnet ^ dass der Wirkstoff ein Protein, 

flJ 20 ein Peptid, eine DNA, eine i?KA, ein antisense-Nukleotid 

und/oder eiri Decoy-Niokleotid ist ♦ 



11 . Amphotere Liposomen nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , dass sich mindestens 
25 80% des Wirkstoff es im Innem des Liposoms befinden. 



12- Verfahr-en zur Wirkstof fbeladung von Liposomen gemaS der 
Anspriiohe 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet , dass ein 
definierter pH-wert zur Verkapselung benutzt wird und 
30 ein zweitez: pH-Wert zur Abfcrennung des nicht gebundenen 

Materials eingestellt wird. 
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13 . Verf ahren zur wirkstof fbeladung von Liposomen gemafi der 
Ansprfiche i bis 11, dadurch gfikennzeicluiet , da^s die 
Liposomen bei einem definierten pH-Wert permeabilisiert 
und verschlossen werden* 

5 

14 . Verwendimg von Liopaomen na.ch einem der Anspruche 1 bis 
11 zur Herstellung von Nanokapseln. 

15. Verwendung von Liposomen nach einem der Anspruciie 1 bis 
10 11 zur Herstellimg von Freisetzungssystemen in der 

Diagncstik . 

16. Verwendung von Liposomen nach einem der Ansprucbe 1 bis 
11 aum Transport und/oder zur Freisetzung von 

15 Wirfcstoffen, 

v - 

17. Vearwendung von Liposomen nacii einem der Anspruche 1 bis 

- 11 als Depotf ormulierung und/oder al3 zirlculierendes 

D 

pl Depot. 

m 20 

y: 

U 18- Verwendung von Liposomen nach einem der AnspriiGhe 1 bis 

fll 11 bei intravenoser oder peritonealer Applikacion. 



Q 



25 



19. 



Verwendung von Liposomen nacli einem der Anspruche 1 bis 
11 als Vektor zur Transfektion von Zellen in vivo, in 
vitro und ex vivo. 
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ZusajmiLenf assung 



5 



Es werden amptiofcere Liposomes ^orgeschlagen, die positive und 
negative metnbranstandige Oder menibraxii^ildende Ladungstrager 
umfassen sowie die Verweixdung dieser Liposoitien. 



10 



